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Neuartige Pufferformulierungen zur Isolierung, Reinigung und Rfickgemnnung lang- 
und kurzkettiger Nukleinsauren 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft neuartige Formuliemngen von Puffem zur Isolierung, Reinigung und 
Rilckgewinnung von lang- und kurzkettigen NuWeinsSuren. 

Die Anwendungsgebiete des Verfehrens sind alle mit NukleinsSure-Isolierungen sich 
beschaftigenden Laboratorien, wie forensische Medizin, Lebensmitteldiagnostik, medizinische 
Diagnostik, Mdlekularbiologie, Biochemie, Gentechnik und alle anderen angrenzenden Gebiete. 



Unter klassischen Bedingungen erfolgt die Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben 
dadurch, dass die Ausgangsmaterialien unter stark denaturierenden und reduzierenden 
Bedingungen, teilweise auch unter Verwendung von proteinabbauenden Enzymen 
aufgeschlossen, die austretenden Nxikleinsaxirefraktionen uber 

Phenol-ZChlorofomi-Extraktionsschritte gereinigt und die Nukleinsauren mittels Dialyse oder 
Ethanolprazipitation aus der wafirigen Phase gewonnen werden (Sambrook, J., Fritsch, E.F, und 
Maniatis, T., 1989, CSH, "Molecular Cloning" ). 

Diese "klassischen Verfahren" zur Isolierung von Nukleinsauren aus Zellen und besonders aus 
Geweben sind sehr zeitaufwendig (teilweise langer als 48 h ), erfordem einen erheblichen 
apparativen Aufwand und sind darQber hinaus auch nicht unter Feldbedingungen realisierbar. 
AuBerdem sind solche Methoden auf Grund der verwendeten Chemikalien wie Phenol und 
Chloroform in einem nicht geringen MaBe gesundheitsgefahrdend. 



Verschiedene alternative Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus unterschiedlichen 
biologischen Ausgangsmaterialien enn5glichen, die aufwendige und gesundheitsschadigende 
Phenol-ZChlorofonn-Extraktion von Nukleinsauren zu umgehen sowie eine Reduzierung der 
zeitlichen Aufwendungen zu erreichen. 

Alle diese Verfahren basieren auf einer von Vogelstein und Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 1979, 76, 615-619) entwickelten und erstmals beschriebenen Methode zur praparativen 
und analytischen Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Die Methode kombiniert 
die AuflOsung der die zu isolierende DNA- Bande enthaltende Agarose in einer gesattigten 
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L6sung eines chaotropen Salzes (NaJ) mit einer Bindung der DNA an Glaspartikel. Die an die 
Glaspartikel fixierte DNA wild anschliefiend mit einer Waschlfisung (20 mM Tris HCl [pH 
7,2]; 200mM NaCl; 2 mM EDTA; 50% v/v Ethanol) gewaschen imd abschlieBend von den 
Trageipartikeln abgelSst. 

Diese Methode erfuhr bis heute eine Reihe von Modifikationen und wird zum gegenwartigen 
Zeitpunkt fur unterschiedliche Verfahren der Extraktion und Reinigung von Nukleinsauren aus 
unterschiedlichen Herkiinften angewendet (Marko, M.A., Chipperfield, R. xmd Bimboim, H.G., 
1982, Anal. Biochem., 121, 382-387). 

DarUber hinaus existieren heute weltweit auch eine Vielzahl von Reagenziensystemen vor allem 
zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen vmd fur die Isolierung von Plasmid 
DNA aus bakteriellen Lysaten, aber auch fur die Isolierung von langerkettigen Nukleinsauren 
(genomische DNA, zellulSre Gesamt- RNS) aus Blut, Geweben oder auch Zellkulturen. 

Alle diese kommerziell verftigbaren Kits basieren auf dem hinianglich bekannten Prinzip der 
Bindung von Nukleinsauren an mineralische TrSger imter Anwesenheit von LOsxmgen 
unterschiedlicher chaotroper Salze und verwenden als Tr^germaterialien Suspensionen 
feingemahlener Glaspulver (z.B. Glasmilk , BIO 101, La JoUa, CA), Diatomenerden 
(Fa.Sigma) oder auch Silicagele. (Diagen, DE 41 39 664 Al). 

Ein filr eine Vielzahl imterschiedlicher Anwendungen praktikables Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren ist in US 5,234,809 (Boom) dargestellt Dort ist ein Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus nukleinsaurehaltigen Ausgangsmaterialien durch die Inkubation des 
Ausgangsmaterials mit einem chaotropen Puffer und einer DNA-bindenden festen Phase 
beschrieben. Die chaotropen Puffer reaUsieren sowohl die Lyse des Ausgangsmaterials wie 
auch die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. Das Verfahren ist gut geeignet , um 
Nukleinsauren aus kleinen Probenmengen zu isolieren und findet speziell im Bereich der 
Isolierung viraler Nukleinsauren seine praktische Anwendung. 

Entscheidende Nachteile des Verfahrens bestehen aber u.a. darin, dass der durch die chaotropen 
Puffer realisierte Aufschluss nicht fxlr alle MateriaUen einsetzbar ist bzw. auch ftir groliere 
Mengen an Ausgangsmaterialien nur extrem ineffizient wid unter einem groBen Zeitaufwand 
realisiert werden kann. Dariiber hinaus sind mechanische Homogenisierungsverfahren 
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notwendig, weim 2.B. DNA aus Gewebeproben isoliert werden soil. Weiterhin mflssen fiir 
verschiedene Fragestellungen auch immer verschieden hohe Konzentrationen unterschiedlicher 
chaotroper Puffer eingesetzt werden. Das Verfahren ist damit in keiner Weise universell 
einsetzbar. 

Das physiko-chenusche Prinzip der nach dem bekannten Stand der Technik heute eingesetzten 
und kommendell verfligbaren Systeme zur Isolierung von NukleinsSuren auf der Basis der 
Bindung von NukleinsSuren an die Oberflachen mineralischer Trager soil dabei in der Stoning 
ubergeordneter Stmkturen des wSsserigen Millieus bestehen, durch welche die Nukleinsauren 
an der Oberflache von mineralischen Materialien, insbesondere von Glas-bzw. Silicapartikeln 
adsorbieren. Die Stoning der ubergeordneten Stmkturen des wasserigen Millieus erfolgt dabei 
immer unter Anwesenheit chaotroper lonen und ist bei hohen Konzentrationen dieser fast 
quantitativ. Auf dieser beschriebenenen physiko-chemischen Basis enthalten alle kommerziell 
verfUgbaren Systeme zur Isolierung von Nukleinsauren Pufferkompositionen mit hohen 
lonenstarken chaotroper Salze, fiir die Bindung von Nukleinsauren an eine Nukleinsauren- 
bindende feste Phase. 

Spezifische Modifikationen dieser Verfahren betreffen den Einsatz von spezifischen 
Tragennaterialien, welche ftir bestimmte Fragestellungen applikative Vorteile zeigen (Invitek 
GmbH WO 95/34569), die jedoch die gleichen Nachteile au^eisen. 

All den beschriebenen Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren fiber die Bindung der 
Nukleinsauren an mineralische feste Phase unter Verwendung chaotroper SalzlSsungen ist 
gemeinsam, dass ftlr die Bindung der Nukleinsauren an die verwendeten Tragennaterialien hohe 
Konzentrationen eingesetzt werden milssen, Dabei sind gerade chaotrope Salze (z.B. 
Guanidinisothiocyanat, Guandinhydrochlorid, Natriumperchlorat oder Natriumjodid) 
hochtoxisch wirksame Substanzen. Die Verwendung findenden Puffersysteme mit sehr hohen 
lonenstarken bewirken oftmals ein Verschleppen von Salzkontaminationen in die zu 
isolierenden Nukleinsauren und sind oftmals die Ursache daftr, dass eine Reihe von down- 
stream-Applikationen (PGR, Restriktionsverdau, Hybridisierungen, Ligationen) nicht oder nur 
teilweise realisierbar sind. Darilber hinaus besteht beim Umgang mit chaotropen Puffem ein 
erhebliches gesundheitliches Risko (insbesondere bei Langzeitanwendungen) sowie eine 
erhebliche Umweltbelastung durch in Abwasser eingebrachte Schadstofflasten. 
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In der Patentschrift DE 198 56 064 wird zum erstenmal ein neuartiges Verfahren zur Isolienmg 
von Nukleinsauren beschrieben. Dabei erfolgt erstmals die Bindung der zu isolierenden 
Nukleinsauren an mineralische TrSger ohne die Verwendimg der bisher dazu benbtigten 
chaotropen Salze hoher lonenstSrken. Das Verfahren basiert (wie auch die chaotropen 
Verfahren) auf der Lyse des Ausgangsmaterials, der Bindung der Nukleinsaure an ein 
mineraliscbes TrSgermaterial, dem nachfolgenden Waschen der gebundenen Nukleinsauren mit 
ethanolhaltigen Waschpuffem, der Ethanolentfemung und der finalen Elution der 
Nxikleinsauren mit einem Eiutionspuffer geringer lonenstarke bzw. Wasser. 
Ffir spezielle ProtokoUe z.B. der Isolienmg von PCR-Fragmenten aus Amplifikationsansatzen 
wird der Lyseschritt nicht benotigt. Der PCR-Reaktionsansatz wird mit einem notwendigen 
Bindungspuffer versetzt imd mit dem mineralischen Tragermaterial inkubiert. AnschlieBend 
erfolgt wieder ein Waschen mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer, nachfolgend die 
Ethanolentfemung und final die Elution der gebundenen Nukleinsaure vom Tragermaterial. 
DaU Verfahren ohne die Verwendung chaotroper Puffer deutliche Vorteile besitzen, zeigt sich 
daran, dass nach der Erstbeschreibung weitere Patentschriften auch die potenziellen Vorteile 
dieser neuen Bindungschemie beschreiben (z.B. DE 100 33 991). 

Interessanterweise zeigt sich, dass alle weltweit kommerziell verfugbaren System zur Isolienmg 
von Nuklemsauren basierend auf der Bindung der Nukleinsauren an mineralische 
Tragermaterialien (Magnetpartikei, Membranen, Carrier-Suspensionen u.a,) prinzipiell nach 
dem beschriebenen Verfahren arbeiten. Seit der Erstbeschreibung durch Vogelstein und 
Gillespie werden die gebundenen NukleinsSuren immer mit Alkohol oder acetonhaltigen 
Salzl5sungen gewaschen. Die Waschschritte sind essentieller Bestandteil der 
ExtraktionsprotokoUe und dienen neben der Entfemung von gebundenen unerwflnschten 
inhibitorischen Stoffen unmer auch der notwendigen Entfemung der filr die Bindung der 
Nuklemsauren notwendigen Salze. 

Die Verwendimg von Alkohol oder acetonhaltigem Waschpuffer bedeutet aber inmier einen 
ganz erheblichen und bisher nicht gel6sten Nachteil Es ist bekannt, das selbst Spuren von 
Alkohol in der finalen Nukleinsaure downstream-Applikationen ganz erheblich beeintr^chtigen 
kann. Deshalb ist es immer notwendig, einen Ethanolentfemungsschritt im eigentlichen 
Verfahren zur Isolienmg oder Aufreinigung von Nukleinsauren zu integrieren. 
Dieser ist immer problematisch bei der Verwendimg magnetischer Partikel oder partikularer 
Carrier-Suspensionen, beansprucht einen erheblichen zeitlichen Aufw^and und kann zu einem 
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irreversiblen Verlust der Nukleinsaure fuhren, vor allem bei der (Jbertrocknimg der Carrier- 
Materialien. 

Besonders problematisch ist der Schritt der Entfemung von Restalkohl bei Applikationen zur 
Isolienmg von Nukleinsauren im Hochdurchsatzbereich. 

Im Allgemeinen werden bis zu 30 min benStigt, um Membranen in Filteiplatten oder 
magnetische Partikel im Rahmen von automatisierten NukleinsSure-Reinigungsverfehren vom 
Restalkohol zu befreien. 

Dariiber hinaus sind auch die eigentlichen Waschschritte mit alkohoHschen Waschpuffem 
gerade im Hochdurchsatzbereich zeitaufwendig und naturhch auch kostenintensiv. 

Aus diesen Nachteilen des bisherigen Standes leitet sich die Aufgabe ab, den Einsatz 
alkoholischer Komponenten zu vermeiden und damit eine erhebliche VerkQrzung der 
Isolierungs- und Reinigungsverfahren zu erreichen. 

Die Erfindung wird gemSB den Ansprilchen realisiert 

Basierend auf der Verwendung nichtchaotroper Pufferformulierungen, wie in der Patentschrift 
DE 198 56 064 schon aufgefiihrt, zeigt sich, dass fiir die Bindung zu isolierender Nukleinsauren 
nur unerwartet geringe Konzentrationen notwendig sind. 

Der Kempunkt der Erfindung liegt im gleichzeitigen Einsatz von mono- und von multi-, 
bevorzugt divalenten Kationen fur die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. 

Als monovalente Kationen werden bevorzugt Na"", K*" und NH/ in Form der entsprechenden 
Salze eingesetzt. Als divalente Kationen werden bevorzugt Mg^"", Ca^^ Zn^"" und Mn^^ in Form 
der entsprechenden Salze eingesetzt. Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform ist der 
kombinierte Einsatz vom Na"^ und Mg^"^. 

Die mono- und multi-, bevorzugt divalenten Kationen kOnnen gemaB der Erfindung in den 
unterschiedlichsten Mengenverhaitnissen eingesetzt werden. Der Erfolg tritt im breiten Bereich 
von mono-:divalenten Kationen im molaren Verhaitnis von 9:1 bis 1:9 ein. Bevorzugt sind 
Kombinationen von 7:3 bis 3:7 und 6:4 bis 4:6, besonders bevorzugt ist die Ausflihnmgsform 
mit gleichen (1:1) bzw. nahezu gleichen molaren Mengen von mono- und divalenten Kationen. 
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Die Gesamt-Kationenkonzentration in der Losung vor der Bindung an die feste Phase ist 
bevorzugt < 0,5 M. 

Wenn die Nukleinsauren in einer Losung vorliegen, die bereits mono- Oder divalente Kationen 
enthalt, z. B. nach einer vorangegangenen Lyse unterschiedlichster Ausgangsmaterialien, dann 
wird die vorhandene Menge der Kationen bei der Einstellung der gemafi der Erfmdung 
optimalen Kationenkonzentration beriicksichtigt. Wenn also der Lysepuffer divalente Kationen 
enthalt, die nach der Lyse in der L6sung enthalten sind, wird nur noch die benotigte Menge 
monovalenter Kationen zugesetzt (nnd umgekehrt). 

Bin besonders wichtiges Merkmal der Erfindung ist auch, dass die gemafi der Erfindung 
verwendeten WaschpufFer keine alkohoUsche Komponente enthalten, wie bei alien anderen 
Verfahren des Standes der Technik. 



Oberraschend ist dabei, dass bei der Kombination von Salzen eines monovalenten mit einem 
raultivalenten Kation die fur eine Bindung notwendigen Konzentrationen in einem Bereich 
liegen, in den Pufferformulierungen bestehend nur aus jeweils einem Salz nicht mehr fur die 
Bindung ausreichend sind. So ermogUcht die Kombination von Magnesiumchlorid und 
Natriimichlorid noch bei Mengen von weniger als jeweils 5 mM jeweils die Bindxmg von 
Nukleinsauren eines weiteren GrSBenspektrums (Beispiel 1). Die Verwendung der Mischung 
von Salzen monovalenter mit multivalenten Kationen als Bestandteile von Bindungspuffem fur 
die Bindung von Nukleinsauren an mineralische Trager ist bisher noch nicht beschrieben. Das 
tiberraschende Ergebnis ermSglicht nunmehr eine vollig neue Strategic zur Isolierung imd 
Aufreinigung von Nukleinsauren aus komplexen Ausgangsproben. Da tiberraschenderweise nur 
noch extrem geringe Salzkonzentrationen in Bindungspuffem notwendig sind, wird es mOglich, 
NukleinsSuren aus komplexen Proben oder aus LSsungen, welche eine Vielzahl an zu 
entfemenden Stoflfen enthalten, mit neuartigen WaschpuflFem ohne das bisher notwendige 
Ethanol bzw. auch ggnzUch ohne einen Waschschritt zu isolieren. 

Dies hat enonne Vorteile ftlr die Isolierung von Nukleinsauren und I6st die geschilderten 
Probleme der Verwendung von alkoholhaltigen Waschpuffem insbesondere bei automatisierten 
Hochdurchsatzanwendungen in idealster Weise. So ermSglicht die Verwendung der 
erfindungsgemafien Pufferformulierungen z.B. die Aufreinigung von PCR-Produkten aus einem 
komplexen PCR-Reaktionsansatz fBr eine nachfolgende empfindliche Sequenzierungsreaktion 
und ohne einen einzigen Waschschritt m Form einer automatisierten Applikation (Bindung der 
PCR-Produkte an die Filtermembran einer 96-Well-Platte) in weniger als 10 min. Bisherige 
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Verfiihren auf der Basis der Bindung der NuMeinsaure an eine feste Phase benotigen ca. 45 min 
- Ih. Daraber hinaus ist der Verfahrensablauf nunmehr extrem einfach imd beinhaltet lediglich 
das Mischen des PCR-Ansatzes mit einem der erfindungsgemaBen Bindungspuffer, das 
Oberfiihren des Ansatzes auf die Filterplatte, das Durchsaugen der LSsung und die nachfolgend 
Elution der PCR-Produkte mittels Wasser bzw, mittels einer 10 mM Tris gepufferten wassrigen 
L6sung. Damit kSnnen PCR-Produkte extrem zeitsparend, ungefShrlich und preiswert 
aufgereinigt werden. Der Durchsatz kann dabei dramatisch erhOht werden (auch bei sinkendem 
apparativen Aufwand; z.B.wird kein Wasch-Tool mehr bei einem Roboter benotigt). Die 
Qualitat der aufgereinigten PCR-Produkte ist sehr hoch, was sich an den sauberen 
Sequenzreaktionen zeigt (Beispiel 2). 

Weiterhin zeigt sich uberraschender Weise, dass man Nuklemsauren auch aus komplexen 
biologischen Proben in exzellenter Qualitiat und Quantitat auch ohne Waschschritte oder mittels 
eines Waschpuffers ohne Alkohol isolieren kann. Die in der Offenlegungschrift DE 100 33 991 
in einem Beispiel beschriebene Isolienmg einer Plasraid DNA ohne einen Waschschritt erfolgte 
nicht aus dem zuvor hergestellten, geklMrten Lysat. Die zu isolierende Plasmid-DNA wurde 
mittels bekannter Standardverfahren erst in reiner Form hergestellt imd diese Plasmid-DNA 
nochmals mit einem Puffer inkubiert, an erne feste Phase gebunden und nachfolgend nach der 
notwendigen Entfemung des Alkohols des Bindungspuffers wieder von der festen Phase 
abgelOst. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es nunmehr mOglich, Plasmid-DNA direkt aus dem 
gekiarten Lysat aufizurekiigen wobei wiederum kein Waschen mit einem alkohohaltigen 
Waschpuffer notwendig ist bzw. die Isolienmg der Plasmid DNA auch ohne Waschschritt direkt 
nach der erfolgten Bindung an eine feste Phase erfolgen kann. Die Plasmid DNA ist dabei 
wiederum von exzellenter Qualitat und Quantitat (Ausfiihrungsbeispiel 3). 

Die Erfindung gestattet es weiterhin, auch extrem schnell, preiswert und einfach genomische 
Nukleinsauren aus komplexen biologischen Proben zu isolieren. So wird lediglich ein 
StandardaufschluB des Ausgangsmaterials mittels z.B. eines klassischen Protease K-Verdaus m 
einem dafUr kompatiblen Puffer durchgefuhrt, anschlieBend die lysierte Probe mit einem der 
erfindungsgemaBen nichtchaotropen Bindungspuffer versetzt und der Ansatz mit einer 
Nuklemsaure bindenden festen Phase inkubiert, ggf mit einem nichtalkoholischen Waschpuffer 
gewaschen (oder ggf ohne einen Waschschritt) und nachfolgend die genomische Nukleinsaure 
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mittels Wasser oder einer Tris-Losung von der festen Phase isoliert Die Qualitat der isolierten 
DNA ist wiederum sehr hoch, sie ist sofort fOr weitere Applikationen einsetzbar. 

Eine weitere Variante der vorliegenden Erfindung ergibt sich aus der Beobachtung, dass der 
pH-Wert der verwendeten Bindungspuflfer von wesentlichen Einfluss auf sowohl die Ausbeute 
an den zu gewinnenden NuldeinsSuren ist als auch eine Selektivitat gegeniiber den 
Fragmentlangen von z.B. aufeureinigenden PCR-Produkten besitzt. Dabei ist es nicht notwendig 
mono- imd multivalente Salze in einer LSsung mit einander zu kombinieren. Bevorzugt werden 
divalente und besonders bevorzugt Mg- oder Ca-salze verwendet. 



Dies ermSglicht es, iiber die Wahl des pH-Wertes des Bindungspuffers z.B. kleine PGR- 
Produkte von der Isolierung auszuschliefien. Darilber hinaus zeigt sich auch, das iiber die 
Kombination von Salz und Alkohol im Bindungspuffer im Zusammenhang mit der Wahl des 
pH-Wertes uberraschende Effekte sichtbar werden. Die alkoholische Komponente im 
Bindungspuffer bewkkt eine Selektivitat im Hinblick auf die GrSBenJfraktionierung von DNA- 
Fragmenten. Tendenziell bewirkt eine Reduktion des pH-Wertes des Bindungspuffers eine 
Reduzierung der Ausbeute von kleineren DNA-Fragmenten bis bin zur kompletten Inhibition 
der Riickgewinnung. Dies ist besonders dann bedeutsam, wenn heterogene Probengemische 
vorliegen. 



So kann bei pH-Werten >8 eine fast quantitative Riickgewinnung von DNA-Fragmenten eines 
breiten Gr5Benspektrunis (100 bp bis 10 000 bp) mit Bindungspuffem erreicht werden, wenn 
der Bindungspuffer eine alkoholische Komponente enthalt 

Bei Bindungspuffem mit Alkohol wird der pH-Wert auf 5-9,5 und besonders bevorzugt auf 8- 
9,5, 6,5-8 bzw. 5-6,5 eingestellt. Damit ist die Erfassung bestimmter FragmentgrSBen mSglich, 
d.h. bestimmte FragmentgrOBen werden nicht zurilckgewonnen. Es sei hier darauf verwiesen, 
dass die Formulierung „keine Rttckgewinnung" sich nicht als absolut versteht, dh, Spuren an 
Nukleinsaurefragmente immer unspezifisch zurilckgewonnen werden kSnnten. 
Bei Bindungspuffem ohne Alkohol erfblgt eine Riickgewinnung von DNA-Fragmenten in 
quantitativen Mengen und ttber das GrOBenspektrum 100 bp bis 10 000 bp bevorzugt bei einem 
pH-Wert von >8,5. Letztlich ermoglicht die vorliegende Erfindung fiber die Kombination der 
Salzkomponenten \md Alkoholkomponente sowie die Modifiziemng des pH-Wertes, 
Bindungspuflfer zu entwickehi, welche es erlauben, eine selektive Riickgewinnung von 
bestinmiten Nukleinsaurefragmenten aus heterogenen Ausgangsproben zu ermoglichen. 
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Die vorliegende Erfindimg ennSglicht somit in imiverseller Form eine deutliche Vereinfechung 
von Verfahren zur Isolierung von NukleinsSuren aus Komplexen die nukleinsaureenthaltenden 
Proben, 

Das Verfahren benOtigt keine toxischen Chemikalien mehr, die eingesetzten Mengen an Salzen 
sind dramatisch reduziert, was zu einer deutlichen Umweltentlastung fflhrt, die Verfahren 
benStigen weniger Verfahrensschritte und sind dadurch deutlich schneller als alle bisher 
verwendeten Tecliniken. Insbesondere im Hochdurchsatz stehen nimmehr preiswerte und 
extrem schnelle Verfahren zur Verfiigung. Ober die Zusammensetzimg der 
Pnfiferformulierungen kann dartiber hinaus eine selektive GroUenfraktionierung von 
zuriickzugewinnenden DNA-Fragmenten erreicht werden. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen erklM. 
Die Ausfuhrungsbeispiele soUen aber keine Limitierung der Erfindung darstellen. 
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Ausfulirungsbeispiele 
Beispiel 1: 

Aufreinigimg eines Spektrums an DNA-Fragmeaten aus einer wSssrigen L6sung • Vergleich 
verschiedener Bindungspuffer hinsichtlich d&: Bindungseffizienz. 

Puffer TH 1(5 mM NaCl; 5 mM MgCla/Tris HCl, Isopropanol) 
Puffer TH 2 (10 mM MgCiz/Tris HCl, Isopropanol) 
Puffer TH 3 (10 mM NaCl/Tris HCl, Isopropanol) 

Der Puffer THl ist eine Kombination axis einem monovalenten und einem divalenten Salz bei einer 
Gesamtionenstarke von 10 mM, Die Puffer TH2 und TH3 entiialten nur jeweils ein Salz (mit einem 
monovalenten Ration bzw, mit einem divalenten Kation) bei einer Gsamtionenstarke von 10 mM. 
130 \il der jeweiligen Puffer wurden mit einer eine kommerzielle DNA-Leiter (Fa. FERMENTAS) 
enthaltenen wSssrigen Losung von 50 ixl gemischt und der Ansatz auf eine Zentrifugationssaule mit 
einem GlasfaserflieB ilberfiihrt. AnschlieBend wurde 1 min bei 10 000 ipm zentrifiigiert und die 
Zentrifugationssaule in ein neues ReaktionsgefaB ilberfiihrt. Die Elution der gebundenen Fragmente 
erfolgt durch die Zugabe von 30 \il einer 10 mM Tris-HCl-LSsung und nachfolgender 
Zentrifugation 

fiir 1 min. Die Gesamtzeit der Isolienmg der DNA-Fragmente betrug damit nur ca. 2 min. 
Die erhaltenen Eluate wurden auf ein 1,2 % Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch 
aufgetrennt Wie in der elektrophoretischen DarsteUung deutlich zu sehen ist, erfolgt eine eflSziente 
Ruckgewinnung der DNA-Fragmente nur mit dem Kombinationspuffer. Die jeweils nur ein Salz 
enflialtenen Bindungspuffer dagegen zeigen nur noch eine sehr geringe Bindungsvermittlung. 
(Abbildung 1) 

Beispiel 2: 

Aufireinigung von PCR-Produkten aus einem komplexen PCR-Reaktionsansatz und nachfolgende 
Verwendung der aufgereinigten PCR-Produkte ffir eine DNA-Sequenzierung. 

50 ^il PCR-ReaktionsansStze wurden mit 130^1 Bindungspuffer THl und TH4 (50 mM NaCl; 50 
mM MgClj /Tris HCl, Isopropanol) versetzt, nachfolgend auf eine Zentrifugationssaule mit 
Glasfaserfliefl Qberfiihrt, fiir 1 Minute zentrifiigiert und abschlieUend die DNA wieder mittels 10 
mM Tris HCl von der Saule eluiert. Die isolierten PCR-Produkte wurden dann fiir die 
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Sequenzierung eingesetzL Die Sequenzierungsergebnisse belegen, dass ohne die Verwendung von 
hisher notwendigen Waschschritten alle stfirenden Komponenten efBzient entfemt wuiden und eine 
hochieine DNA vorliegt. 
(Abbildungen 2-5) 



Beispiel3: 

Isolierung von Plasmid DNA aus bakterieUen Lysaten. Vergleich der Reinheit der isoUerten 
Plasmid DNA bei untCTSchiedlichen Waschbedingungen bzw. ohne einen Waschschritt 

2 ml einer bakteriellen Obemachtkultur pCL-1 mit Plasmid pGEM) wurden zentrifugiert und das 
Pellet mit 200 jil Solution I (Tris, EDTA, Rnase A) resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von 
200 ^l Solution H (SDS/NaOH). Die ReaktionsgefeBe wurden mehrmals kurz vorsichtig 
geschtittelt. Nachfolgend erfolgte die Zugabe 200 ^1 einer Solution m (250 mM Mga/Tris HQ). 
Die ReaktionsgeMe wurden kufz und vorsichtig geschtittelt und fur 5 min bei 
Maximalgeschwindigkeit zenrifiigiert. Der geklarte Oberstand wurde mit 100 ^1 Isopropanol 
gemischt und auf eine Zentrifugationssaule mit einem GlasfaserflieB gegeben und fUr 1 min 
zentrifugiert. Nachfolgend wurden jeweils 3 Proben sofort mit 10 mM Tris veraetzt (kein waschen), 

3 Proben wurden mit 800 ^il eines Waschpuffers ohne Alkohol (lOmM NaCl/lOmM MgPlj/Tns 
HCl) versetzt und fiir 1 min zentrifugiert und nachfolgend die Plasmid-DNA mit 10 mM Tris-HCl 
von der Saule eluiert und 3 Proben wurden mit 70%igem Ethanol gewaschen, nachfolgend der 
Etfianol entfemt und die Plasmid DNA wiederum durch Zugabe von 10 mM Tris HCl eluiert. 

Die nachfolgende Tabelle illustriert die notwendige PrSparationszeit, die Qualitat und Quantitat der 
isolierte Plasmid DNA. 



Probe 


Waschschritt 


Ratio 260:280 


Ausbeute 


PrSparationszeit 


1 


Kein Waschen 


1,71 


12 Jig 


Smin 


2 


Kein Waschen 


1.74 


15 ^g 


Smin 


3 


Kein Waschen 


1,81 


14 ^g 


Smin 


4 


Waschen ohne Alkohol 


1,82 


15 Jig 


10 min 


5 


Waschrai ohne Alkohol 


1,81 


14 Jig 


10 min 


6 


Waschen ohne Alkohol 


1,84 


12 Jig 


10 min 


7 


Waschen mit Alkohol 


1.86 


14 Jig 


16min 
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8 


Waschen mit Alkohol 


1,92 


16 ng 


16 mn 


9 


Waschen mit Alkohol 


1,89 


13 ng 


16min 



Beispiel 4: 

Aufreinigung eines Spektrums an DNA-Fragmenten aus einer wassrigen Lflstmg . Vergleich 
verschiedener BindungspuflFer hinsichtlich der BindungsefBzienz in Abhangigkeit vom pH-Wert 
des BindungspufFers. 



50 \il einer wassrigen Losung, enthaltend 2 ^g DNA Ladder (Feraientas) wurden mit 130jil 
BindungspuflFer (R1-R8) ersetzt, nachfolgend auf eine Zentrifugationssaule mit GlasfaserflieB 
tiberfuhrt, fur 1 Minute zentrifiigiert und abschlieUend die DNA wieder mittels 10 mM Tris HCl 
von der SSule eluiert. Die isolierten DNA-Fragmente wurden dann gelelktrophoretisch aufgetrennt. 
(Abbildung 6) 

Bindungspuffer: enthaltend jeweils 50 mM MgClj und optional 20% Isopropanol sowie 100 mM 
Tris HCl mit variierenden pH-Werten. 



R1+ (pH 6,5/ mit Isopropanol) 
Rl (pH 6,5/ ohne Isopropanol) 
R2+ (pH 7,0/ mit Isopropanol) 
R2 (pH 7,0/ ohne Isopropanol 
R3+ (pH 7,5/ mit Isopropanol) 
R3 (pH 7,5/ ohne Isopropanol 
R4+ (pH 8,0/ mit Isopropanol) 
R4 (pH 8,0/ ohne Isopropanol 
R5+ (pH 8,5/ mit Isopropanol) 
R5 (pH 8,5/ ohne Isopropanol 
R6-I- (pH 9,0/ mit Isopropanol) 
R6 (pH 9,0/ ohne Isopropanol 
R7+ (pH 9,5/ mit Isopropanol) 
R7 (pH 9,5/ ohne Isopropanol 
R8+ (pH 10,0/ mit Isopropanol) 
R8 (pH 10,0/ ohne Isopropanol 
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Patentansprfiche 



1 . Verfehren zur Isolierung von Nuklemsauren aus einer LSsung durch Bindung an eine feste 
Phase, dadurch gekennzeichnet, dass man die NukleinsSure enthaltende L6sung mit 
Zusatzen so einstellt, 

dass sie monovalente und multivalente Kationen sowie einen Alkohol und ggf. weitere 
Zusatze enthalt, sie danach mit der festen Phase in Kontakt bringt, den TrSger 
anschlieBend ggf. wascht imd die Nukleinsaure von der festen Phase lost oder 
dass sie multivalente vmd/oder monovalente Kationen, ggf einen Alkohol und ggf. weitere 
Zusatze enthalt und ein bestimmter pH-Wert zwischen 5 und 10 eingestellt wird. 

2. Verfehren nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, dass als monovalente 
Salzkomponente Ammoniumchlorid, Natriumchlorid und/oder Kaliumchlorid verwendet 
wud. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als multivalente 
Salzkomponente Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Zinkchlorid und/oder 
Manganchlorid, verwendet wird. 



k Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als monovalente 
Salzkomponente Natriumchlorid und als multivalente Salzkomponente 
Magnesiumchlorid verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die monovalente und die 
multivalente Salzkomponente im molaren Mengenverhaitnis 9:1 bis 1:9 verwendet 
werden. 



6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die monovalente und die 
multivalente Salzkomponente im molaren Mengenverhaitnis 7:3 bis 3:7 verwendet 
werden. 



7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die monovalente und die 
multivalente Salzkomponente im molaren Mengenverhaitnis 6:4 bis 4:6 verwendet 
werden. 



8. 



Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die monovalente und die 
multivalente Salzkon^onente im molaren Mengenverhaitnis 1:1 bis nahezu 1:1 
verwendet werden. 
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9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeidmet, dass die Salzkomponenten 
Natriumchlorid und Magnesiumchlorid im molaren Verhaltnis 1:1 verwendet werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Endkonzentration der 
Salzkomponenten in der Losung > 5mMol betragt. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass ais Alkohol Ethanol oder 
Isopropanol verwendet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als weitere ZusStze Tris-HCl 
Oder Polyvinylpyrrolidon verwendet werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als feste Phase alle 
Tragermaterialien eingesetzt werden, die bei der Isolierung mit chaotropen Reagenzien 
Anwendung finden. 

14 Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass als Tragermaterialien 
Glasfaservliese, Silicamembranen, oder Membranen, die funktionelle Gruppen tragen, die 
Glasfaservliesen oder Silicamembranen entsprechen, eingesetzt werden. 

15. Verfehren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass als feste Phasen 
Suspensionen aus SiOj, Aerosilen oder magnetisierten Silikapartikehi eingesetzt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Waschpuffer LOsungen 
von monovalenten und multivalenten Salzkomponenten mit geringerer lonenstSrke, als 
fur die vorhergehende Bindung notwendig war, ohne alkohoUsche Komponente 
eingesetzt werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Elutionspuffer Wasser 
oder Wasser mit Tris-HCl-Zusatz verwendet wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als muWvalente Kationen 
divalente Kationen verwendet werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 1 und 18, dadurch gekennzeichnet, dass als muWvalente 
Kationen Ca^*-, Zn^- oder Mn^*-salze verwendet werden. 
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20. Verfahren nach Anspruch 1 und 18, dadurch gekennzeichnet, dass als monovalente 
Kationen NH/-, Na^- oder K*-salze verwendet werden. 



21. Verfahren nach Anspruch 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Endkonzentration 
der Salzkomponenten in der Losung > 5mMol betragt. 

22. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Alkohol Ethanol, 
Isopropanol und/oder Polyethylenglykole unterschiedlicher Molekulargewichte 
verwendet werden. 



23. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
BindungspufFers mit Tris-HCl eingestellt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 1 und 23, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
Bindungspuffers ohne Alkoholzusatz auf 8,5 - 9,5 eingestellt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 1 und 23, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
Bindungspuffers mit Alkoholzusatz auf 5 - 9,5 eingestellt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 1, 23 und 24, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
Bindungspuffers mit Alkoholzusatz auf 8 - 9,5 eingestellt wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 1, 23 und 24, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
Bindungspuffers mit Alkoholzusatz auf 6,5 - 8 eingestellt wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 1, 23 und 24, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
Bindungspuffers mit Alkoholzusatz auf 5 - 6,5 eingestellt wird. 

29. Testkit zur Isolienmg von DNA aus beliebigen Ausgangsmaterialien enthaltend 

eine wasserige Losung, die monovalente und/oder multivalente Kationen enthalt, 
ggfeinen Alkohol, 

ggf weitere Zusatze zur Binstellung des pH-Wertes 

eine feste Phase, bevorzugt als fester Bestandteil von Zentrifugenrohrchen, 96 
Well- Oder 384 Well Filtrationsplatten, 
Wasch- und Elutionspxiffer 
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30. Testldt zur Isolienmg von DNA aus beliebigen Ausgangsmaterialien enthaltend 

cine wasserige LOsung, die monovalente und multivalente, bevorzugt divalente, 
Kationen enthalt, 

eine feste Phase, bevorzugt als fester Bestandteil von ZentrifugenrShrchen, 96 
Well- Oder 384 Well Filtmtionsplatten, 
Wasch- und Elutionspuffer ohne Alkoholzusatz, 

31. Testkit nach Anspruch 29 und 30, dadurch gekennzeichnet, dass die feste Phase 
Glasfaservliese, Glasmembranen, Siliciumtrager oder Aerosile sind. 

32. Testkit nach Anspruch 29, 30 und 31, dadurch gekennzeichnet, dass als feste Phase lose 
Schiittungen, bevorzugt SiOj, geSUte KieselsSure, pyrogene KieselsSure oder 
magnetische Silicapartikel eingesetzt werden. 



33. Testkit nach Anspruch 29 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dass als feste Phase 
Membranen mit funktionellen Gfruppen verwendet werden. 
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AbbUdungl: 

Au&einigung eines Spektrums an DNA-Fragmenten aus einer wassrigen Losung . Vergleich verschiedener 
Bindungspufifer hinsichtlich der Bindungsefilzienz. 

Spuren I und 2 : Isoliene DNA Leiter unter Verwendung des Puffers TH3 
(monovaientes Kadon im venvendeien Salz) 

Spuren 3 und 4 : Isoliene DNA Leiter unter Verwendung des Puffers TH2 
(divalentes Kation im venvendeten Salz) 

Spuren 5 und 6 : Isoliene DNA Leiter umer Verwendung des Puffers THl 

(Kombination der beiden Saize: monovaientes und divalentes Kation) 



1 2 



3 4 5 6 




